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計画研究：2005 ～ 2009 年度

メダカゲノム・EST情報と突然変異体を駆使した発生・再生シス
テムの解明
●武田 洋幸 1)　 ◆工藤 明 2)　　　　　　
1) 東京大学大学院理学系研究科　　2) 東京工業大学大学院生命理工学研究科

＜研究の目的と進め方＞
脊椎動物の基本的体制を備えた最も古い動物群である魚類は脊

椎動物の進化を考える上で重要な存在である。また、小型魚類は
発生・遺伝学の研究の他に、ヒレが切断後約 2 週間で再生するこ
とから遺伝学が可能な再生モデル動物としても注目されている。
本研究では、特定領域研究「統合ゲノム」で得られたゲノム・
EST 情報と二つの研究室で単離された突然変異体を効率的に融
合することにより、脊椎動物の発生・再生システムの全体像の理
解を目指す。具体的には、有用な変異体の大規模なマッピングと
原因遺伝子のクローニング、変異体における発現プロフィールの
解析を中心に研究をすすめる。特に一遺伝子の変異でシステム全
体（発現プロフィール）がどのように変化するかに注目する。メ
ダカのゲノム情報の基盤（ゲノム配列、EST、BAC ライブラリー
など）は、日本国内でほとんど整備され、また突然変異体もその
多くが日本人研究者の手によって単離されている。実際、H12 年
より科学技術振興調整費（H12-16, 総括責任者：武田洋幸）など
の研究費により、メダカ突然変異体のスクリーニングを遺伝研、
東京大学、東京工業大学で実施している。このスクリーニングは、
中・内胚葉性器官（骨、筋肉、消化器系、循環器系など）の形成
異常とヒレ再生異常を指標として行われ、既に 100 種類以上のメ
ダカ変異体が単離されている。これらを有効に使うことにより、
国際的な情報発信とこの分野をリードする研究拠点を作る。さら
に、本研究の成果は、発生原理にとどまらず、器官再生技術を用
いた再生医療の分野へも不可欠な基礎的知見を提供するものであ
る。

＜研究開始時の研究計画＞
①　変異体のマッピングと原因遺伝子の同定
ポジショナルクローニングにより、注目する突然変異体の原因

遺伝子を同定する。16 年度中に概要が完成するメダカゲノムの
情報を最大限に利用すれば、変異体から出発して 1 年程度で原因
遺伝子にたどり着く。両研究室併せて年間 20 － 30 系統のマッピ
ング，原因遺伝子までは年間 5 系統程度を目指す。具体的に研究
対象とするメダカ変異体は、原腸形成、左右性、甲状腺、体節形成、
血球分化、心臓・血管形成、骨形成、ヒレ形成・再生に異常を示
すものが中心となる。

②　遺伝子発現プロフィールの解析
特定領域研究「統合ゲノム」において、H15 年度に初期胚で発

現する遺伝子、8,500 個のオリゴ DNA チップを作成し、発現解
析を始めた。このチップと最近市販されたメダカオリゴDNAチッ
プを用いて，原因遺伝子の判明した胚での発現解析を行って，一
つの遺伝子の変異が注目する組織または胚全体の発現プロフィー
ルに与える影響を解析する。これにより、注目した遺伝子の
downstream target を含む遺伝子カスケードを網羅的に捉える。

＜研究期間の成果＞
2006 年までに、メダカドラフトゲノム（Kasahara et al., 

Nature, 2007）、および詳細な SNP 地図、BAC ライブラリー等
の情報が充実し、メダカ突然変異体から原因遺伝子同定の労力と
時間は飛躍的に減少した。2005 から 2009 年の間に、武田研究室
および工藤研究室において、それぞれ 9 系統（肝臓、体軸形成、
原腸形成、左右軸変異体、内耳形成）と 15 系統（心臓、血球、
血管、椎骨、頭蓋・ヒレ骨形成、ヒレ形成変異体）の原因遺伝子
を特定し、目標を達成した。

以下にそれぞれの研究室からの代表的成果を記述する。

I. 武田研究室
初期発生（体軸形成、体節形成、原腸形成など）および器官形

成（甲状腺、肝臓など）を中心に変異体の表現型の解析と原因遺
伝子の同定を行った。以下 9 種類の変異体の原因遺伝子が明らか
になった。このうち５つの変異体の研究が論文掲載済みである。
その９種類の変異体の原因遺伝子について、その名前 / 遺伝子名
/ 染色体を以下に記す。

UT006/chordin LG13（頭部形成）, headfish/fgfr1 LG9（部部
形成）, tab/laminin_r1 LG17（原腸形成）, aA90/cytoplasmic 
dynein LG13（左右軸）, plasmic dynein2 LG, ktu/novel LG22（左
右軸）, abc/PKDL1 LG20（左右軸）, ha/fat-related enzyme 
LG20（耳石）, nmk/abcb7 LG10（肝臓）

以下に代表的成果である、ktu と tab 解析、発現解析、そして
本特定計画研究代表の近藤滋博士と班員間の共同で行ったゼブラ
フィッシュ体節形成の原理解析についても記述する。

①左右軸変異体軸変異体 kintoun (ktu)
これまでの研究で、繊毛は幅広い生命現象に関わっており、例

えば左右軸形成において、運動性繊毛が水流をつくり、その流れ
が左右非対称な内蔵配置を引き起こすことが知られている。一
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方、繊毛の形成や機能の異常によって引き起こされる遺伝病も多
数知られている。代表的なものは、多発性嚢胞腎（polycystic 
kidney disease, PKD）と繊毛病（primary ciliary dyskinesia, 
PCD、一部カルタンガー症候群ともよばれる）である。両者とも
複数の原因遺伝子がすでに単離されているが、200 種類以上のタ
ンパク質で構成される繊毛の形成過程や関連する遺伝病の全体像
はまだ謎である。左右軸形成に異常を示すメダカ突然変異体 ktu
は、内臓配置がランダムになる左右軸喪失の変異体で、さらに必
ず多発性嚢胞腎を発症し、下腹部がふくれ背筋が曲がる。この姿
が孫悟空が空を飛ぶために用いる筋斗雲（きんとうん）に似てい
ることから、変異体は kintoun (ktu) と名付けられた。詳しい表現
型の解析により、ktu 変異体では繊毛のダイニンアームが欠失す
るために運動性を喪失する典型的な繊毛病であることが判明し
た。ポジショナルクローニングにより同定された原因遺伝子は、
脊椎動物から単細胞生物（クラミドモナスなど）まで保存された
全く新しい遺伝子であった。次にヒト遺伝病との関連を H. 
Omran 教授（フライブルグ大学）との共同で調べた。遺伝的に繊
毛病を発症する 100 家系のゲノム DNA を調べた結果、2 家系で
ヒト Ktu 遺伝子の変異があることが見つかった。さらに、D. R. 
Mitchellおよび神谷律教授（東京大学・生物科学専攻）との共同で、
クラミドモナスの変異体 pf13（鞭毛の運動性喪失）の原因遺伝子
も ktu の相同遺伝子であること、相賀裕美子教授（国立遺伝学研
究所）と共同で作成したノックアウトマウスが典型的な繊毛症の
表現型すこと、が判明した。つまり ktu 遺伝子の変異は、ヒト、
マウス、メダカ、クラミドモナスにおいて繊毛・鞭毛の運動能喪
失をもたらしたのである。クラミドモナスとマウスを用いた生化
学的解析から、新規遺伝子がコードするタンパク質は、細胞質内
でダイニン前駆体の形成に必須な細胞質タンパク質であること結
論した。このようにメダカ変異体の単離がきっかけとなり、生物
界に広く存在する繊毛・鞭毛の複雑な形成過程の理解が進んだ
（Omran, H., Kobayashi, D., Olbrich, H., Tsukahara, T. et al., 
Nature (Article), 2008）。

②ラミニン変異体 tab を用いた神経組織構築の解析
基底膜は、細胞外基質により形成される特徴的構造で、組織構

造の維持や細胞の分化、移動など発生の様々な過程に重要な機能
を持つ。基底膜の形成や機能には、その主要構成成分である三量
体糖タンパク質 Laminin が必須である。tacobo (tab) 変異体は、
放射線医学研究所と共同のスクリーニングで得られたメダカ
ENU 誘発突然変異体であり、神経管、脊索、網膜、胸鰭などに
形態異常を示す。tab の positional cloning を行った結果、tab 
locus は laminin γ 1 (lam γ 1) 鎖をコードすることが判明し、
Laminin1 タンパク質が、変異体において著しく減少しているこ
とが明らかとなった。tab では神経管の形態異常が最初に認めら
れる。この原因を探るため、脳の領域化について領域 marker の

発現を観察した結果、tab においても脳の領域化は正常に行われ
ていることが分かった。さらに神経管での分裂細胞の分布を観察
した。その結果、tab においては分裂細胞が神経管の脳室面
（apical）に局在せず、管内に散在することが判明した。神経管
上皮細胞では、分裂時に細胞体が apical 側へ移動し、分裂後に
basal 側に戻る、いわゆるエレベータ運動を示す。この運動は、
未分化神経細胞が分化誘導因子に曝露される時間を制御すること
で神経細胞の分化と未分化の状態を調節しているとされる。細胞
外其質とこのエレベータ運動の関係はまったくわかっておらず、
この現象に焦点を当てて研究を進めた。その結果、ラミニンは、
インテグリン -FAK-microtubule 系を通して、細胞核の移動と分
裂の方向を制御していることが判明した（Stsuda et al., J. Cell 
Sci., in press）。

③遺伝子発現プロファイルの解析
一つの遺伝子の変異がシステム全体に影響を及ぼす過程は、

medaka microarray を用いて、nmk 変異体と Da 変異体で解析し
た。脂肪肝を発症する変異体 nmk は、ABC トランスポーターの
一つ abcb7 が原因遺伝子であった。マクロアレイを用いた発現解
析の結果、肝臓で鉄と脂肪代謝関連の遺伝子の発現に異常を見い
だした（Miyake et al., Dev. Growth Differ. 2008）。Da 変異体は
zic1&4 のエンハンサー変異体で、体節背側での zic 遺伝子が特異
的に消失する。これにより体幹部全体の背腹パターンが変化す
る。 現 在 Da 変 異 体 に お け る zic1, 4 の 下 流 因 子 を medaka 
microarray および Solid AB SOLiD を用いて探索している（計画
班員森下真一博士と協同研究）。

④分節時計の同調振動をもたらす分子ネットワークの解明
脊椎動物の体節の分節化はショウジョウバエとは全く異なり、

前方から後方に向かって新たに節をつぎ足すやり方で進行する。
脊椎動物胚の尾部では、体節の繰り返し構造を創出する “分節時
計”が存在する。分節時計とは、小さな時計細胞の集合体（数万個）
で、各細胞で転写因子ヘアリ遺伝子が一定間隔で ON/OFF を繰
り返している。この集合体は、同調して安定したリズムを繰り返
す。時計細胞でリズムを生み出すメカニズム（抑制性転写因子の
negative-feedback）は明らかになっていたが、分節時計としての
作動原理は不明であった。我々は遺伝子改変や胚操作技術を駆使
した実験と数理モデルによる相互検証実験を計画班員である近藤
滋博士と共同で実施した。その結果、時計細胞が細胞表面のタン
パク質（Notch/Delta）を用いて互いに周期を調節しあう集団を
形成した、いわゆる「結合振動系 (coupled oscillators) 」の原理
で分節時計が作動していることを明らかにした。またこの系で
は、細胞レベルで詳細に観察すると、stochastic な化学反応や細
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関連した表現型を持つ心臓異常変異体から原因遺伝子を単離し、
その結果１つは筋節の形成に関与する filamin C であり、もう１
つは心室特異的ミオシン重鎖であった。共に心筋の物理的な力に
反応する遺伝子であり、特に filamin C 変異体は筋肉にも異常が
みられ、その骨格形成への寄与が注目される。

このようにメカニカルストレスが器官形成・再生と関連するこ
とが示唆され、新しいシステムの構築が可能になる。我々はこれ
までヒレ再生のメカニズム解析を進めてきたが（Katogi et al. 
Mech. Dev. 2004, Nishidate et al, Dev. Dyn. 2007, Yoshinari et al. 
Dev. Biol. 2009）、メカニカルストレスによる損傷による組織・
器官修復・再生が注目され、我々が変異体から見いだした遺伝子
群の展開が可能である。一方、メダカ変異体を疾患のモデルとす
るためには原因遺伝子のクローニングとヒトやマウスとの関連を
検討する必要がある。我々が従来から注目している、メカニカル
ストレス・組織修復・再生・骨格・心臓というキーワードにあて
はまる分子に我々が発見したペリオスチンという細胞外マトリッ
クス蛋白がある（堀内ら、J. Bone Miner. Res. 1999）。ぺリオス
チンは骨芽細胞に発現し、骨のメカニカルストレスに関与する分
子として考えられていたが、ノックアウトマウスを作成した結
果、歯根膜の再生に関与し、切歯の萌出を制御していた（喜井ら、
BBRC 2006）。また心筋梗塞のモデルマウスではペリオスチンは
梗塞部位の修復に機能することが明らかになり（島崎ら、J. Exp. 
Med. 2008）、メカニカルストレスに伴う組織の修復を司ってい
た。この心筋梗塞・肥大におけるペリオスチンの機能については
国際的な競争になり、我々の研究成果の公表と同時期に 2 報発表
され (Oka et al Circ. Res. 2007, Kuhn et al Nat. Med. 2007)、現
在ペリオスチンは心臓疾患を解決する上で重要な研究ターゲット
である。このペリオスチンの最初の小型魚類研究は zebrafish で
行われ、魚のメカニカルストレスを伝播する組織である筋間中隔
に発現し、筋肉の発達を制御することが明らかになった ( 工藤ら、
Dev. Biol. 2004)。一方、ノックアウトメダカを作成する方法とし
てメダカ Tilling 法が開発され、阪大藤堂研との共同研究でその
確立を検討してきた。メダカぺリオスチンには a,b の 2 種類があ
り、この a,b ともにノックアウトメダカのスクリーニングに成功
している。その発現パターンから１つのマウスペリオスチンの機
能をこの２つで分担している可能性が考えられる。メダカでは多
くの遺伝子がマウスの１遺伝子の機能を複数の遺伝子が分担して
おり、メダカのそれぞれの分担する遺伝子ごとの機能解析は、複
雑な器官のしくみを解きほぐすのに非常に有利な実験系である。
ぺリオスチンはこの観点から、メダカ変異体を、器官形成・ヒト
疾患の動物モデルとして確立するモデルとして非常に有力な遺伝
子である。

胞分裂などによって生じた “遺伝子発現のゆらぎ”（ノイズ）が
存在するが、結合振動系ではこれらノイズも効率よく吸収され、
ロバスト性が保証されている。つまり個々の細胞を観察している
だけでは決してわからない、高次のロジックが存在していること
を突き止めた（Horikawa et al., Nature (Article), 2006）。

II. 工藤研究室
器官形成、中でも骨格形成のシステム解明のため、ゼブラフィッ

シュにはない新規な表現型の変異体 20 種類を選び、表現型の解
析と原因遺伝子の同定を続けてきた。ようやく骨格、ヒレ、心臓、
血球などの 15 種類の変異体の原因遺伝子が同定でき、これらの
機能を基に、器官形成システムの確立と、それが破綻したヒト疾
患への応用が可能になってきた。

以下に 15 種類の変異体の原因遺伝子について、その名前 / 遺
伝子名 / 染色体を記す。

骨格変異体：fsc/wnt4a/LG16, bis/brpf1/LG7, ki173/s1p/
LG6, ki174/sec23d/LG18, ki106/raldh2/LG3, ki71/unknown/
LG22, ki15/shp2/LG12, ki126/notch1/LG12, ヒレ・骨格変異体：
ufi/hoxb8a/LG8, afl/eda/LG10, 血球変異体：who/alad/LG12, 
bef/c-myb/LG24, 心臓：zac/filamin-c/LG6, bht/versican/LG9, 
hoz/v-mhc/LG17

以上の中で 3 種類が論文掲載済み、2 種類が投稿中である。同
時にこれらの変異体はすでに基礎生物学研究所のメダカリソース
センターに登録し、精子保存されているため、世界中で研究に使
うことができる。

代表的な変異体を具体的に挙げると、ヒレ形成異常変異体は
Hoxb8 が ( 坂口ら、Dev.Biol.2006) が原因遺伝子でありヒレの軌
条形成を制御していること、また骨格異常変異体として体軸異常
変異体では、ヒストンアセチル化に関わる brpf1 が Hox の転写制
御を介して頭部とヒレの骨格形成を制御していた（日比谷ら、
Dev.Biol.2009）。次に椎骨異常変異体では、小胞輸送に関与する
sec24D がタイプ II コラーゲンの分泌を通して椎骨形成を制御し
( 大久ら、zebrafish meeting 2008), また 特筆すべきは floor plate
（底板）から分泌される wnt4b が椎骨のパターニングに関与する
という、これまで全く想像していなかった底板の機能を発見した
（猪早ら、日本発生生物学会 2009,　論文投稿中： Nature 
revised、下右図参照）。さらに、Brpf1 についてはその複合体を
構成する Moz ノックアウトマウスを解析し、brpf1 の機能は脊椎
動物共通であることが明らかになった。

一方、骨格と同じ中胚様由来の器官に心臓がある。骨格と心臓
はメカニカルストレスに反応し、リモデリングする器官であり、
多くの分子を共用していることが指摘されている (Lincolin et al; 
Hearts and bones, Dev Biol 2006)。我々はメカニカルストレスに
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＜国内外での成果の位置づけ＞
ゼブラフィッシュに比べて多くの利点を有するメダカは，ユ

ニークな突然変異体の単離とゲノム基盤の整備が強く求められて
きた。これまでに武田研究室では，メダカ胚，成体からの大規模
な EST 単離（約 14 万件，全登録数の 85%），マイクロアレイの
構築，SNPs を用いた高密度連鎖地図の作成，そしてメダカゲノ
ムプロジェクトを推進してきた。これらはすべてメダカ発生遺伝
学に不可欠なものであり，すでに先行するゼブラフィッシュを凌
ぐ勢いである。一方，工藤研究室，武田研究室は共同で多数のメ
ダカ特異的突然変異体の収集に成功している。今回のメダカゲノ
ム基盤情報と変異体を組み合わせた研究は，ゼブラフィッシュで
行われている国際的な研究と肩を並べ，さらにメダカの特性を生
かして世界をリードするものである。

特に期間中に発表されたメダカドラフトゲノムの完成度と精
度、それに伴うゲノムリソース（BAC ライブラリー、EST ライ
ブラリー、SNP 情報と連鎖地図等）は高く評価され、ゲノム進化、
ゲノム高次構造など分野で用いられている。さらに、この情報を
もとにメダカ変異体からヒト新規繊毛病遺伝子を単離した研究
（武田研、上述）は、メダカ変異体のユニークさ、有用性を示し
たものとして世界的に注目された。また、骨形成の研究に関して、
ゼブラフィッシュでは骨形成がメダカに比べて非常に遅く、発生
過程での解析がむずかしい。従って魚の骨形成では、工藤研の研
究が先端的研究と高く評価されている。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
2 つの研究室における、メダカ変異体の原因遺伝子の同定は順

調に進んだ。一方変異体の表現型から出発する順遺伝学の宿命と
して予想されていたこととはいえ、同定された遺伝子は新規も含
めて多岐にわたり、それぞれの遺伝子について詳細な機能解析に
時間がかかっている。

発現プロフィールの解析では、特定領域研究「統合ゲノム」作
成した 8,500 遺伝子および 13,000 遺伝子が載っているマクロア
レイで解析したが、発現量が低い（しかも重要な）遺伝子を十分
に捉えきれなかった可能性があり、成果が限定的であった（Miyake 
et al., Develop. Growth Differ. 2008）。2008 年からは、計画班員
森下真一博士と協同研究で Solid AB SOLiD を用いた解析にシフ
トし、現在各種変異体ついて解析を続行中である。

変異体の表現型の救済や信頼できる GFP 系統の作出に、BAC
を用いたトランスジェニック技術が不可欠であった。しかし、そ
の技術の確立に時間を要し、2008 年に当研究室で漸く実現した。
この手法を用いて、変異体の原因遺伝子の確定やその制御領域の
絞り込みを迅速に進めることが可能になった。

＜今後の課題、展望＞
発生学、遺伝学を中心に研究を進めてきたが、特定領域の参加

により、メダカゲノムを共同で解読した生物情報グループ（森下
研）との共同研究の継続（Sasaki et al., Science 323, 401 (2009)）、
および周期性の創出機構でシステム生物学の近藤（滋）研との共
同研究をきっかけにシステム生物学へ研究を発展させることがで
きた。異分野の研究者との交流が重要であり、異分野との交流の
重要性を実感した。今後は変異体を出発点としつつも、その遺伝
子の機能と関連する遺伝子ネットワーク網羅的解析、細胞や組織
レベルでの相互作用などに数理解析を積極的に取り入れていく予
定である。
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